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La pr6sente invention concerne un proc6d6 d'elimination de 
protozoaires colonisant un milieu aqueux par {'application d'un champ 
^lectrique puls6 au milieu, ainsi qu'un precede de traitement d'un milieu 
5 aqueux colonist par 6lectropulsation et son application ^ l'6limination des 
protozoaires. 

Des amibes thermophiles sont dites libres car elles peuvent se 
reproduire sans passer par un bote interm6diaire. Parmi les nombreuses 
especes d'amibes libres, certaines peuvent etre ^ Torigine de pathologies 
10 Chez I'homme : il s'agit des amibes appartenant aux genres Naegleria 
(esp§ce fowlen), Acanthamoeba (plusieurs esp6ces), et Balamuthia 
(esp^ce mandrillaris), Les amibes libres existent sous plusieurs formes : 

- la forme vegetative ou trophozoTte, infectante, et sous laquelle 
elles peuvent se multiplier, 

15 - la forme kystique. de resistance, lorsque les conditions 

ext6rieures sont defavorables (par exemple temperature inf6rieure ^ 20°C, 
presence d'agents oxydants .,.), 

- et la fomrie flagell6e, seulement pour certaines d'entre elles 
(notamment Naegleria fowlen), 

20 Le milieu naturel de developpement des amibes libres est Teau 

douce. Acanthamoeba semble pouvoir survivre dans I'eau de mer, 
Naegleria ne tolere pas une salinite superieure ^ 5 g/l. A/. Foiv/en croTt et se 
multiplie au-dessus d'une temperature de 20X, avec une temperature 
optimale de 25 a 45**C. D'autres facteurs. tels que la presence de 

25 particules organiques en suspension, de bacteries ou de nutriments, 
semblent 6galement n6cessaires ^ leur multiplication. Enfin, la presence 
d'une interface solide chaude, notamment s'il y a peu de courant, serait 
particulierement propice S leur developpement. 

Dans les milieux naturels, dans les regions temper6es, Tabondance 

30 des amibes est essentiellement observee lors d'etes chauds. On peut 
egalement la retrouver dans les eaux artificiellement rechauffees (piscines, 
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rejet de sites industriels). Par exemple. une eau chaude naturelle en 
Australie a pu contenir 900 ^ 1000 A/, fowleh par litre. Dans une eau 
artificiellement r6chauff6e, comme dans la lagune de rejet de certaines 
centrales thermiques, les concentrations ne d6passaient pas 1 ,6 par litre. 
5 En revanche, pour les centrales ayant un circuit tertiaire de refroidissement 
ferm6 dans lequel Teau tourne "en boucle" (avec toutefois un appoint 
ext^rieur accompagn6 d'un faible rejet), les concentrations de N. fowleh 
sont plus importantes. Acanthamoeba est couramment retrouv6e dans les 
eaux domestiques et dans les eaux douces naturelles. Par ailleurs, un 

10 portage humain a ete observe de fagon directe dans de nombreux pays, 
dans les cavit6s nasales, la gorge ou le tube digestif dans une faible 
proportion des populations §tudiees. En revanche, dans les pays chauds, 
une majority de sujets peut presenter des anticorps sanguins dirig^s contre 
N. fowleri et Acanthamoeba, et on conclut qu'il y a done une large 

15 exposition aux amibes libres dans ces populations. 

A/, fowleri provoque une meningo-enc6phalite. La voie exclusive de 
contamination est la muqueuse nasale, les amibes traversant ensuite les 
barrieres muqueuses et osseuses pour atteindre le cerveau. Si tout risque 
de contamination par voie digestive, notamment pour Teau de boisson, est 

20 exclu dig Tensemble des cas rapport6s, un grand nombre de cas paraTt 
associ^ ci Texposition aquatique dans une eau relativement chaude, par 
baignade ou sports nautiques, ce qui pourrait expliquer que la maladie 
frappe plus frequemment les enfants et les jeunes gens en raison d'une 
pratique plus importante des sports nautiques. Ce fait peut aussi 

25 conrespondre S une immunity moins developpee que chez Tadulte vis-a-vis 
de ces protozoaires. La maladie est tres rare, puisque seulement 180 cas 
ont et6 rapport§s au ler janvier 1998 pour Tensemble de la planete. La 
disparite entre I'ubiquite du protozoaire et la rarete des manifestations 
pathologiques qu'il enframe est done frappante, meme s'il est tres probable 

30 que certains cas ont pu echapper au diagnostic, en raison meme de la 
raret6 de la maladie, et du fait de I'absence de sp6cificit6 du tableau 
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clinique. Apr^s Texposition a un milieu aquatique contamin6. le d6lai 
d'apparition des signes cliniques semble Stre de trois ^ cinq jours. De tr6s 
nombreux traitements antibiotiques ont 6t6 tenths. Les r6sultats sont 
d6cevants ; la Iitt6rature ne rapporte que six cas de survie. Par ailleurs, 

5 diverses esp^ces du genre Acanthamoeba peuvent provoquer des 
keratites, notamment chez les porteurs de lentilles de contact (probl6me du 
rin9age avec de Teau non st6rile). Enfin, diverses espdces du genre 
Acanthamoeba et du genre Balamuthia peuvent entramer des enc6phalites 
granulomateuses. chez des personnes dont les defenses immunitaires sont 

10 d6ficientes. Dans ce cas, la porte d'entree est sou vent cutanee. 

En terme de prevention, il faut souligner que le risque croTt de 
fagon exponentielle avec le niveau de colonisation, ce qui explique le peu 
de cas observes de par le monde, mais aussi la possibility d'6mergence de 
cas group6s si une m§me source est tr6s contamin6e (16 d6c6s Ii6s ^ des 

15 baignades dans une piscine en R6publique Tcheque), Ainsi lorsque la 
sun/eillance metrologique d'un milieu fait apparaitre un risque trop 6leve de 
m6ningo-enc6phalite. un traitement s'impose. 

Jusqu'^ present ce traitement a essentiellement 6t6 bas6 sur la 
chloration (lacs am6ricains), ou la chloramination, comme en Australie 

20 dans le reseau d'eau potable. En France, la constatation d'une 
multiplication de ces amibes dans certaines centrales peut amener 
I'entreprise EDF S pratiquer des chlorations durant certains 6t6s. Cette 
m6thode est efficace si les niveaux de chlore libre r6siduels sont 
suffisamment importants et si le traitement est continu. Dans le cas de forts 

25 debits a traiter. surtout en eau bmte, ce traitement enframe la production 
de sous-produits qui sont alors relach6s dans Tenvironnement. Ces 
produits pouvant avoir une toxicity pour Thomme ^ long temne, il a paru 
necessaire de rechercher une autre m6thode de traitement. 

II existe un besoin pour un proc6d6 et des installations capables de 

30 detnjire des protozoaires et notamment des amibes libres de fagon 
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efficace, sans entraTner d'effet secondaire et qui fonctionnent en 
pennanence dans de bonnes cxjnditions 6conomiques. 

Certains effets Ii6s d rapplication d'un champ §lectrique sur une 
suspension cellulaire ont d^jd d6crits : lorsque Ton place une cellule 
5 dans un champ ^lectrique, les lignes de champ sont d6vi§es par celle-ci, 
ce qui provoque une accumulation des charges d la surface de la cellule. 
Ainsi, il en r§sulte une difference de pptentiel transmembranaire induite AV 
qui se superpose ^ la difference native A4^o [Bernhardt J. et Pauly H. 
(1973):(1)]. 

10 La formule la plus complete retenue dans le cas d'un champ d 

cinetique en vague carree et d'une cellule sph^rique en suspension est la 
suivante [Kinosita et Tseng (1979) (2)] : 

AV(t) = fg(>.) r E(t) cos 9 (1 -e^'^) 6q 1 

15 * 

Uexpression de cette difference de potentiel induite en un point M 
au temps t est fonction de : 

E : I'intensite du champ eiectrique applique, 
f : le facteur fomne de la cellule (1 ,5 dans le cas d'une sphere), 
20 g (X) : facteur lie aux conductivites des milieux externe et interne et 

a celle de la membrane de la perm6abilite membranaire X,, 
r : le rayon de la cellule, 

0 : Tangle entre le vecteur champ eiectrique macroscopique et 
la normale au plan de la membrane au point considere M, 
25 tp : est le temps de charge de la capacite membranaire (de 

Tordre de la microseconde). 

t ; temps d'application du champ. 

Lorsque la duree des impulsions est tres superieure au temps de 
charge de la membrane (t » tp), le terme (l-e'^^"^) devient trds proche de 1, 
30 on retrouve alors, a Tetat stationnaire la fomiulation classique : 
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AV = fg(>.) r E cos 9 6q 2 

Le terme en cos 9 indique que pour une valeur de champ donn§e. 
5 I'amplitude de cette difference de potentiel n'est pas identique en tout point 
de la cellule. Elle est maximale aux points faisant face aux Electrodes 
(p6les) et diminue le long de la surface cellulaire pour s'annuler ^ 
rSquateur. 

Cette difference de potentiel genere par le champ s'ajoute S la 
10 difference de potentiel de repos A^o- " en r6sulte une difference de 
potentiel resultante AVr. 

AVr = ATo + AV eq 3 



15 Au niveau de ['hemisphere cellulaire situe face a Tanode, les 

valeurs numeriques de AToet de AV s'additionnent pour tenir compte de la 
vectorialite de I'effet du champ, ce qui entrame une hyperpolarisation de la 
membrane. En revanche, au niveau de Themisphere situ6 face e la 
cathode, les valeurs num6riques de AT© ©t de AV se retranchent, et la 

20 membrane subit une depolarisation. 

Lorsque cette difference de potentiel membranaire resultante 
devient superieure a une valeur seuil estimee ^ 200-250 mV [Teissie et 
Tsong (1981):(3)], il y a induction d'un phenomene de permeabilisation [Ho 
25 etMittal(1996):(4)]. 

La structure membranaire responsable de cette perm6abilit6 
membranaire est inconnue a ce jour, et on emploie preferentiellement le 
temne de structure transitoire de permeabilisation (STP), ce qui est exprime 
de fagon usuelle par le terme de "pores". 
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Si les conditions d'6lectropenn6abilisatlon sont contr6l6es, ce 
phenomene de penr^^abilisation est transitoire et r6versible, et affecte peu 
ou pas la viabilit6 cellulaire. Cette propri6t6 induite par le channp permet 
d'avoir un acc6s direct au contenu cytoplasmique [Mir et al. (1988):(5) ; 

5 Tsong (1991):(6) ; Hapala. (1997):(7)]. Ceci permet de faire p6n6trer dans 
la cellule des molecules 6trang6res et naturellement non perm§antes et de 
modifier ainsi son contenu de fagon soit transitoire (6lectrochargementJ. 
soit pemnanente, dans des techniques d'6lectrotransfonnatjon, 
6lectroinsertion, par exemple. 

10 En revanche, dans des conditions d'electropulsation particuli^res 

drastiques. relectropermeabilisation est un ph6nomene irreversible qui 
conduit a la mort cellulaire ou 6lectromortalite [Sale et Hamilton (1967):(9), 
(1968):(10), Kekez et al. (1996):(14).]. Cette propri6t6 a §t6 utillsee soit 
pour lyser des cellules afin de r6cup6rer un metabolite d'int6ret, non 

15 excr6t6 naturellement par la cellule, soit pour eradiquer des cellules en 
environnement (desinfection) ou ayant comme perspective de steriliser de 
fa5on non thermique des fluides alimentaires [Jayaram et al. (1992):(16). 
Knorr.et al. (1994):(17) ; Qin et al. (1996):(18) ; Qin et al. (1998):(19)]. 

Cette technique a ete appliquee^ de nombreux types cellulaires : 

20 des baeteries [(Sale et Hamilton. (1967):(8); (Hulsheger et al., (1981, 
1983):(11, 12);(Mizuno et Hori, (1988):(13); Jayaram et al.. (1992):(16); 
Grahl et Markl. (1996):(15); Pothakamory et al.. (1996):(26); des levures 
[Sale et Hamilton. (1967):(9); Hulsheger et al.. (1983):(12); Mizuno et Hori. 
(1988):(13); Grahl et Markl. (1996):(15); Gaskova et al.. (1996):(28); (Qin et 

25 al.. (1996):{18), Martin-Belloso et al.. (1997):(27)], des cellules animates 
[Hamilton et Sale. (1967):(8); Sale et Hamilton. (1968):(10)]. et des cellules 
vegetales [Hamilton et Sale. (1967):(8); Sale et Hamilton. (1968):(10); 
Knorr et al., 1994:(17)]. Neanmoins, les protozoaires et notamment les 
amibes libres n'ont jusqu'^ present pas fait Tobjet de tels traitements. 

30 II existe deux systemes de pulsation suivant le volume traite (a) un 

systeme de pulsation a lit fixe encore appel6 batch, qui ne permet de traiter 
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que de faibles volumes suivant les dimensions des Electrodes et (b) un 
systeme de pulsation en flux qui permet de traiter une suspension ceilulaire 
en 6coulement. 

La majority des auteurs ayant public dans ce domaine ont travaill6 
5 en batch [(9);(10);(11):(12):(13);(16);(28);(26)]. 

Concemant le processus en Ecoulement, deux strat6gies ont et6 
d6crites : le flux continu et le flux sEquentiel. 

Dans le modele du flux s6quentiel, la chambre de pulsation est 
remplie, le flux est arrete, le champ est ensuite appliquE puis la chambre 
10 est vid6e. Ce modele en flux sequentiel a et§ d6veloppe pour des travaux 
d'electrofusion ou le contact est m6die par dlElectrophorese. 

Uavantage du systeme en flux est de pouvoir traiter des volumes 
importants. 

La plupart des auteurs ont utHis6 des syst6mes a champ 
15 perpendiculaire d TEcoulement de la solution 
[(20);(21);(22);(23);(24);(25);(18)] ou des syst6mes avec des Electrodes 
coaxiales donnant un champ non unifomne mais Sgalement perpendiculaire 
a TEcoulement [(18);(27);(19)]. 

Les demandeurs ont maintenant mis au point un proc6de de 
20 traitement de milieux contaminEs par des protozoaires, par application d'un 
champ electrique pulse. 

Ce procedE peut §tre appliquE soit en Ecoulement. soit en 
pulsation statique. Ce procEde de traitements des milieux colonists, 
compare a la chloration et la chloramination, a la particularitE d'etre une 
25 mEthode moins invasive vis S vis de I'envlronnement. 

Ce procEde remedie aux inconv6nients des precedes connus, 
notamment pour de grands volumes S traiter. 

Selon un objet de Tinvention, celle-ci conceme un proc6de de 
destruction des protozoaires caracterise en ce que Ton soumet un flux 
30 aqueux colonise ^ un champ electrique d'une intensite variant de 1 a 
30 kV/cm, de preference 1,5 a 15 kV/cm. Concernant le profil des 
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impulsions, il peut Stre notamment de type vague carr6e. d6clins 
exponentials, trapeze, sinusoidal ou bipolaire. 

Selon un autre aspect, invention concerne un proced6 de 
traitement d'un milieu aqueux colonis6 par des cellules ptotozoaires par un 
5 champ 6lectrique puls6 appliqu6 au flux. caract6ris6 en ce que le champ 
appliqu6 a une intensite variant de 1 a 30 kV/cm. de pr6f6rence 1 a 
15kV/cm. 

Dans ces precedes, on peut parvenir k une decontamination totale 
des amibes libres dans certains milieux aqueux. Selon les conditions 
10 6lectriques utilis6es, on parvient d une decontamination totale des amibes 
libres, soit S une reduction de I'ordre de 95% du nombre d'amibes libres. 

Ainsi. ['invention concerne 6galement I'application du proc6d§ de 
traitement d'un milieu aqueux colonise de invention § reiimination des 
protozoaires. 

15 L'invention sera mieux comprise au vu des figures annex6es et de 

la description d6taill6e ci-apres. 

Les figures 1a et 1b repr^sentent sch6matiquement les 
installations utilisables pour niettre en oeuvre les proc6d6s decrits. 

La figure 2 repr6sente revolution en parallele du taux de 
20 permeabilisation cellulaire et de la viabilite des amibes en fonction de 
rintensite du champ 6lectrique appliqu6e. 

La figure 3 represente le pourcentage de viabilite r6siduelle (illustre 
la mortalite) pour diff6rentes valeurs de rintensite du champ, pour des 
orientations paralieies. perpendiculaires a recoulement du flux et en batch. 
25 La figure 4 illustre revolution ^ energie constante 25 J/cm^ de la 

viabilite ^ long terme et du taux de permeabilisation des cellules. 
La figure 5 illustre Toptimisation de renergie. 
Par milieu colonise selon I'invention, on entend tout milieu aqueux 
domestique, naturel ou industriel pouvant comporter ou comportant des 
30 protozoaires, notamment des amibes, et particulierement des amibes 
libres, comme des eaux de baignade naturelles ou rechauffees, piscines et 
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bains, des eaux de rejets industriels, des milieux aqueux des circuits de 
refroidissement ou de chauffage, des milieux aqueux des circuits de 
ventilation et de climatisation, des eaux potables, et de fagon g6n6rale tout 
milieu ou des protozoaires et notamment des amibes, et particulidrement 
5 des amibes libres sont susceptibles de vivre, survivre ou se multiplier. 

Les proc6d6s de Tinvention sont mis en oeuvre dans des 
installations en flux continu, ou en flux s§quentiel. 

En ce qui conceme les impulsions, leur nombre peut verier de 1 S 
100 impulsions successives, notamment de 1 a 50, de pr6f6rence 1 S 10. 
10 Leur dur6e peut varier de 0,5 \xs a 24 ms, notamment 1 ^is ^ 10 ms 
environ. 

Concemant le profil des impulsions, il peut §tre notamment de type 
vague canr6e, declins exponentiels, trap§ze, sinusoidal ou bipolaire. 

Les impulsions peuvent etre d6livr6es avec une frequence allant de 
15 t ^ 2000 Hz. 

Ainsi. on a determine des conditions d'application efficaces pour 
des intensit6s de I'ordre de 1,5 kV/cm a 30 kV/cm, des impulsions de 
0,5 |xs & 24 ms et un nombre d'impulsions appliqu6es a la cellule allant de 
1 a 100. 

20 De pr6f6rence, on applique dix impulsions de 10 ms ci 1,5 kV/cm, 

ou encore une impulsion de 10 |is ^ 11 kV/cm. ou encore une impulsion de 
50 ^ts ^ 9 kV/cm. 

Exemole 1 

25 Les experiences ont 6t6 realis6es sur des amibes Naegleria 

lovaniensis Ar9M1. La souche choisie se d^nomme Ar-9M1. Cette derniere 
a 6t6 isolee dans les eaux chaudes (45°C) d'une centrale thermique de 
Floride en 1976 (Stevens et al., 1979). Cette espece est la plus proche du 
point de vue phylog§nique de Tespece pathogene : A/, fowleri Pemin et al., 

30 1985 montrent que N. lovaniensis et N, fowleri descendent d'un ancetre 
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commun. Ces deux esp6ces sont toutes les deux thermophiles et se 
d6veloppent particulidrement bien d une temperature d'environ 44°C. Par 
ailleurs, le fait qu'elles aient des profils isoenzymatiques tr§s proches 
montre qu'elles ont egalement des caract6ristiques physiologiques 
5 similaires. Les trophozoites de N. lovanensis Ar-QMI ont une taille de 18,2 
|im (8,5-31,5) X 10,9 ^m (4-21). Les kystes ont quant ^ eux un diam^tre de 
10,3 ^im (7,5-12,5). Les caracteristiques de taille sont proches de celles de 
N. fowleri. Pour travailler sur la forme v6g6tative. on utilise la culture 
ax6nique. Dans ce type de culture les 6l6ments nutritifs ne sont pas 
10 apport6s par des bact6ries mais par un milieu nutritif. La culture est 
r6alls6e en condition ax6nique sur des boites de plastique d 37°C en 
utilisant le milieu de culture de Chang. Le milieu de pulsation est de I'eau 
de la Garonne. filtr6e ayant une conductance de I'ordre de 200 |as/cm. 
Les q6n6rateurs 

15 Les gen6rateurs utilises dans cette 6tude (CNRS et Cober 605p) 

g6n§rent des impulsions d cinetique en vague canr6e de polarity n6gative. 
La dur6e des impulsions est variable entre 5 ^is et 24 ms et la frequence 
d'application de 0.1 a 10 Hz en pilotage interne et de 2000 Hz en pilotage 
exteme. Le voltage delivre par Tappareil est de 1500 volts maximum (8 A). 

20 Le Cober 605P a 6te utilise pour delivrer des champs intenses 
(7kV/cm<E < 10 kV/cm) en appliquant une seule impulsion de 
duree < 300 ^s. Ce dernier est susceptible de delivrer une tension de sortie 
de2kV(10A). 

Le montage experimental 

25 II est place ^ Tinterieur d'un hotte au flux laminaire afin de travailler 

dans les conditions de securite requises. La viabilite est evalu6e ^ 
24 heures apres le traitement eiectrique par la technique de coloration au 
cristal violet. 
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La perm6abilisation des cellules est quantifi6e en cytometrie de 
flux par rutilisation d'un marqueur fluorescent naturellement non perm§ant. 
riodure de propidium. 

Batch : la chambre de pulsation C est constitute de deux 
5 6lectrodes lames planes en acier. maintenues parall6les par des cales 
isolantes relives ^ un 6lectropulsateur (E) et un oscilloscope (O). La 
distance 2 entre les 6lectrodes est de 0.4 cm ou de 0.25 cm. Sur la figure 
1a, la fl6che indique le d§p6t des cellules. 

Flux : le systeme de pulsation mis au point au laboratoire est 
10 constitue de diff6rents 6l6ments : un reservoir 1 de cellules dot6 
notamment d'un dispositif d'agitation 2, une pompe p6ristaltique 3, une 
chambre de pulsation 4 relive ^ un 6lectropulsateur 5 et un oscilloscope 6 
et un systeme collecteur 7 permettant de recup6rer les cellules (cf. figure 
1b). 

15 La pompe p6ristaltique (pompe, minipuls 3. Gilson) assure une 

surpression dans le r6servoir de cellules, ce qui permet d'entramer la 
suspension cellulaire vers la chambre d'electropulsation, sans passage 
entre les galets de la pompe. Celle-ci est dotee d'un systeme debim6trique 
qui permet de r6gler le d6blt de manitre precise. Le d6bit Q utilis6 est bas6 

20 sur la notion de temps de residence de fagon a ce que chaque cellule qui 
rentre dans la chambre de pulsation subisse les memes conditions 
6lectriques. II est d6fini par la frequence (F), le nombre (N) des impulsions 
et par le volume (V) de la chambre de pulsation par la relation suivante : 

25 frequence (Hz) x 60 x Volume de la chambre (ml) 

Q(ml/minute) = — ~ 

nombre d'impulsions appliqu§es 

30 Descriptif des electrodes en ecoulement 
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I - Champ perpendiculaire a recoulement : les Electrodes sont 
constitutes par deux lames paralleles en acier s§par6es par une distance 
intertlectrode de 0.4 cm. Le volume de la chambre de pulsation est de 
0.2 ml. 

5 2 - Champ parallele a recoulement : les Electrodes utilisEes sont 

des grilles, constitutes d'un maillage (80 |im x 100 ^im), au travers duquel 
les cellules transitent. La distance intertlectrode est de 0,93 cm et le 
volume de la chambre de pulsation est de 0,1 17 ml. 

Les Electrodes dans les deux systEmes sont connectEes a un 

10 gEnErateur de haute tension soit CNRS, soit COBER 605P reliE ^ un 
oscilloscope (Enertec) permettant ainsi de visualiser les paramEtres 
Electriques dElivrEs, Le profil cinEtique des impulsions dElivrEes par le 
gEnErateur est dit en vague carrEe, I'intensitE du champ demeurant 
constante durant toute la durEe des impulsions (T). La flexibilitE de 

15 rElectropulsateur permet de moduler la tension {\J), la durEe (T), le nombre 
(N), et la frEquence (F) des impulsions. 

II est possible d'optimiser la mEthode tout en minimisant le cout 
EnergEtique. 11 a EtE montrE que la perte de viabilitE n'Etait pas tant liEe a 
I'Energie apportEe au systeme durant VEIectropulsation qu'a |a fagon dont 

20 cette energie est apportEe. 

Comme cela est lllustrE ^ la figure 2, on peut Evaluer TEvolution en 
parallEle. du niveau de permEabilisation et de la perte de viabilitE, en 
fonction de I'intensitE du champ Electrique. Les amibes ont EtE 
ElectropulsEes a des intensitEs de champs variables par dix impulsions de 

25 10 ms. dElivrEes a la frEquence d'1 Hz. La viabilitE est EvaluEe 24 heures 
apres I'Electropulsation par la technique de coloration au crystal violet. La 
permEabilisation est quantifiEe en cytomEtrie de flux, par PentrEe d'un 
marqueur non permEant fluorescent, Tiodure de propidium. 

De plus, comme cela est illustrE a la figure 3. on a comparE 

30 I'efficacite de destruction des amibes (% de viabilitE) par le champ 
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6lectrique selon la configuration utilis6e (batch, champ parallele en flux, 
champ perpendiculaire en flux). Les cellules, dans les trois cas, sont 
6lectropuls§es par dix impulsions de 10 ms d6livr6es avec une frequence 
de 1 Hz. Les deux chambres de pulsation en flux ont des volumes 

5 diff6rents, ce qui explique pourquoi les debits utilises pour avoir les memes 
conditions d'6lectropulsation sont diff6rents. 

Le d^bit dans le cas ou le champ est perpendiculaire ^ 
Tecoulement (2-gris6) est de 1,2 ml/min alors que celui dans la 
configuration du champ parall6le a T^coulement (1-noir) est de 0,71 ml/min. 

10 La figure 4 repr§sente revolution ^ 6nergie constante 25 J/cm^ de 

la viability a long terme (■) et du taux de penn6abilisation (□). 

On a fait varler rintensit6 du champ 6lectrique (E) et la dur6e 
cumul§e totale de pulsation (T) tout en maintenant la valeur du produit 
E^xT constante. La dur6e des impulsions est fix6e arbitrairement d 10ms 

15 et les impulsions sont d6livr6es a la frequence d'lHz. La viabilit6 ■ est 
r6v6l6e d 24h par la technique de coloration au crystal violet. La 
pemn^abilisation (□) est quantifiee en cytom6trie de flux, par Tentr^e d'un 
marqueur non perm^ant fluorescent, Tiodure de propidium. Cinq conditions 
d'6lectropulsation sont utilis6es : 

20 (1) lOmsxl, E = 3,46kV/cm 



Les amibes sont plus sensibles ct rutilisation d'impulsions de courte 
duree mais de forte intensity qu"^ Tutilisation pendant des temps de 
pulsation tres longs dimpulsions de faible intensity. La destaiction des 
amibes depend essentiellement de I'intensite du champ 6lectrique appliqu6 
30 et non de la duree de pulsation effective. 



(2) 10msx2, E = 2.5kV/cm 

(3) 10msx3. E = 2kV/cm 

(4) 10msx10, E = 1,1kV/cm 

(5) 10 msx50. E = 0.5 kV/cm 



25 
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Le tableau suivant repr^sente pour diverses intensitSs de champ 
les temps des impulsions n6cessaires S obtenir 95% de mortalite et 
rSnergie associ6e. II montre que plus I'intensite du champ est forte, moins 
r^nergie ^ apporter au syst^me est importante. 



E(kV/cin) 


T(ms) 


Energie (J/cm^) 


Puissance 

n^cessaire pour 
traiter1m^/s(MW) 


10,8 


10 


0,232 


0,232 


8.9 


50 


0.8 


0.8 


8 


100 


1.3 


1.3 


7 


250 


2,45 


2,45 



5 

La figure 5 montre les r6sultats des experimentations men6es pour 
des champs allant jusqu'a 8,8 kV/cm dans les conditions suivantes : 



(1) 


250 us. 


7 kV/cm 


(2) 


100 ^is. 


8 kV/cm 


(3) 


75 \is, 


8,43kV/cm 


(4) 


50 (IS, 


8.8 kV/cm 


(5) 


O^is. 


0 kV/cm 



Les amibes sont 6lectropulsees a des intensit§s de champ 
IS ^lectrique variables pour une seule impulsion de faible dur6e. La viabilite 
(% de viability) est 6valuee 24 heures apres l'6lectropuIsation par la 
technique de coloration au crystal violet. Ces parametres ob6issent a la loi 
suivante E = 5,4 - 2,7 log T avec T en ms et E en kV/cm et T inf6rieur a 
100ms. 
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REVENDICATIONS 

1. Proced6 de traitement d'un flux aqueux colonis6 par des 
cellules par application d'un champ electrique puls6, caract6rls§ en ce que 

5 I'on soumet un flux aqueux colonis6 S un champ 6lectrique d'une intensit6 
variant de 1 ^ 30 kV/cm. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que le 
nombre d'impulsions appliqu6es varie de 1 k 50. 

3. Proc6de selon Tune des revendications 1 ou 2, caracteris6 en 
10 ce que le flux est continu. 

4. Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caracteris6 en ce que 
le flux est sequentiel. 

5. Proc§d6 selon Tune des revendications 1 a 4, caract6rise en 
ce que les pulsations ont un profil de type vague carr6e, a d6clin 

IS exponentiel, sinusoidal, bipolaire ou trapdze. 

6. Proced6 selon i'une des revendications 1^5, caract§ris6 en 
ce que les impulsions sont delivr6es avec une frequence de 1 Hz ci 
2000 Hz. 

7. Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications de 1 a 6, 
20 caract6rise en ce que les impulsions ont une dur6e de Tordre de 1 ps ^ 

environ 10 ms. 

8. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, 
caracterisee en ce que le champ est parallele au flux. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 7 
25 caract6ris6 en ce que le champ est sensiblement perpendiculaire au flux. 

10. Proc6d§ selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, 
caract6ris§ en ce que les cellules sont des protozoaires, en particulier des 
amibes libres. 

1 1 . Proc6de de destnjction de protozoaires dans un flux aqueux 
30 colonis6 par des protozoaires, caract6rise en ce qu'un champ electrique 

pulse est applique au flux a une intensity de 1 a 30 kV/cm. 
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12. Proc6d6 selon la revendication 11. caract6ris§ en ce que le 
nombre d'impulsions appliqu6es varie de 1 ^ 50. 

13. Proc6d§ selon Tune des revendications 11 ou 12, caract6ris6 
en ce que le flux est continu. 

14. Proc6d6 selon la revendication 11 ou 12. caract6ris6 en ce 
que le flux est s^quentiel. 

15. Proc6d6 selon Tune des revendications 11 a 14, caract6ris6 
en ce que les pulsations ont un profil de type vague carr6e. a d6clin 
exponentiei, sinusoidal, bipolaire ou trapeze. 

16. Proc6d6 selon Tune des revendications 11 15, caract^rise 
en ce que les impulsions sont delivrees avec une frequence de 1 Hz ^ 
2000 Hz. 

17. Precede selon Tune quelconque des revendications de 11 a 
16. caract6ris6 en ce que les impulsions ont une dur6e de I'ordre de 1 ps S 
environ 10 ms. 

18. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 11 S 17, 
caract6ris6e en ce que le champ est parall6le au flux. 

19. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 11 a 17 
caract6ris6 en ce que le champ est sensiblement perpendiculaire au flux. 

20. Proced6 selon Tune quelconque des revendications 11 a 19, 
caract6rise en ce que les protozoaires sont des amibes libres. 

21. Application du proced6 selon les revendications 1 a 10 a 
r§limination des protozoaires. 
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REVENDICATIONS 



1 . Proc6de de destruction de protozoaires dans un flux aqueux 
colonist par des protozoaires, caracterise en ce qu'un champ 6lectrique 

5 pulse est applique au flux. 

2. Procede selon la revendication 1, caract6rise en ce que le 
champ electrique appliqu6 au flux a une intensity allant de 1 a 30 kV/cm. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que 
le champ electrique applique au flux a une intensite allant de 1,5 a 15 

10 kV/cm. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en 
ce que le nombre d'impulsions appliquees varie de 1 a 50. 

5. Proc6de selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en 
ce que le flux est continu. 

15 6. Procede selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en 

ce que le flux est sequentiel. 

7. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en 

ce que les pulsations ont un profil de type vague carree, a declin 

exponentiel, sinusoidal, bipolaire ou trapeze. 
20 8. Procede selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise en 

ce que les impulsions sont delivrees avec une frequence de 1 Hz a 



9. Procede selon Tune quelconque des revendications de 1 a 8, 
caracterise en ce que les impulsions ont une duree de I'ordre de 1 ps a 

25 environ 10 ms. 

10. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterisee en ce que le champ est sensiblement parallele au flux. 

11. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce que le champ est sensiblement perpendiculaire au flux. 



2000 Hz. 
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12. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, 
caract6rise en ce que les protozoaires sont des amibes. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que les 
protozoaires sont des amibes libres. 

5 14. Application du procede selon les revendications 1^11^ 

Telinnination des protozoaires. 
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